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論文内容の要旨
【目的】脂肪酸のα齢化は脂肪酸の酸化的脱炭酸反応であり，その律速段階はα水酸化であるとされてい
る。脂肪酸α水酸化酵素活性は各種生物で見出されているが，木酵素を完全に鈍化し，酵素化学的性状を
検討した例はほとんどない。当研究室では既に.α.ヒドロキシ脂肪酸を多量に含角ーする細蘭Sphingomonαs
pαucimobilisから本静素遺伝子を単離し.新規なチトクロームi司50CCYP152Bl)であることを報告して
いる。そこで本研究では，このα/.1<般化酵素を大揚菌で発現させ，得られた組換え酵素を用い.本酵素の
性質を明らかにした。
【方法】 α水酸化酵素選伝子をpGEX-4T-3(こ導入し，形質転換した大腸菌にα水酸化酵素を発現させ，組
換えα水酸化酵素をSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 1-.単ーになるまで精製し，その諸性質について
検討した。
【結果と考察】組換え酵素の絶対スペクトル及びco差スペクトルは>P450に特徴的なものであり， co差
スペクトルの岐収極大は445nmlこ見られたc 本酵素はcoにより阻害を受けなかった。しかし通常P450の
阻害剤とならないシアン化カリワムは本酵素に対して過酸化水素と桔抗して結合し阻害した。 α水酸化反
応には過酸化水素が必須であり.その酷素原子が脂肪酸のα位の炭素に導入され.αーヒドロキシ脂肪敵が
生成される。そこで，過酸化水素の存在卜に，組換えα水酸化酵素の基質酵素の基質特異性を検討したの
炭素数1から18までの直鎖飽和脂肪酸が代謝され，特に炭素鎖長13から15の脂肪酸がよく利用された。し
かし，炭素鎖長1の脂肪酸は僅かに酸化されたが.炭素鎖長10の脂肪般は全く酸化されなかった。また，
一価不飽和脂肪酸.分枝脂肪般，多価不飽和脂肪酸及び、ω ヒードロキシ脂肪酸も代謝された。これらの代謝
生成物について，ガスクロマトグラフ.質量分析言|を用い.いずれの牛.成物もその脂肪酸基質の αー ヒドロキ
シ体であることを確認した。しかしアシルCoA.スフィンゴ脂質，脂肪厳メチル及びジカルボン酸は基
質として利用されなかった。その他，炭化水素，脂肪族アルデヒド，脂肪族アルコーノレ， ベンズフェタミ
ンなど代謝されず，本酵素は某質である脂肪酸のカルボキシル基，アルキル鎖長及び、ω末端の構造ーを認識
し， α位の炭素を特異的に水酸化することが示唆された。
論文審査の結果の要旨
脂肪酸のα酸化は脂肪酸の酸化的脱炭酸反応であり，その律速段階はα水椴化であるとされている。脂
肪酸α水酸化酵素活性は各種生物で、見出されているが，本酵素を完全に鈍化し，酵素化学的性状を検討し
た例はほとんどないωαーヒドロキシ脂肪離を多量に含有する細蘭Sp九mgomonαspaacimobi.lisから本酵
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素遺伝子を単離し，新規なチトクロームド450(CYPI52B1)であることを当研究室では既に報告している。
そこで本研究では， このαJK般化野菜ー遺伝子を発現ベクタ-pCEX-4T-31こ導入し，形質転換した大腸因に
α水椴化酵素を発現させた。その組換えα水酸化酵素を電気泳動上単一になるまで精製し，諸性質につい
て検討した。
組換え酵素の絶対スベクトル及びCOぷスペク卜ルはP450(こ特徴的なものであり.co差スペク卜ルの吸
収概大はt115nm~こ見られた。本酵素はcoにより阻害を受けなかった。しかし通常1'，150の阻害刑とならな
いシアン化カリウムは本酵素に対して過酸化水京と情抗して阻害した。 α水酸化反応lこは過酸化本素が必
須であり，その階素原チが脂肪酸のα位の炭素に導入され. αー ヒドロキシ脂肪酸が生成されるυ そこで.
過酸化水素の存在下に，組換えα水酸化酵素の基質特異性を検討したところ，炭素数1から18までのl単鎖
飽和脂肪酸が代謝され，特に炭素Jì'U~13から 15の脂肪酸がよく利用された。しかし，炭素鑓長 11の脂肪酸
は僅かに般化されたが，炭素鎖長10の脂肪酸は令く酸化されなかった。また，一価不飽和脂肪駿，分枝脂
肪酸，多価不飽和脂肪酸及びωーヒドlコキシ脂肪酸も代謝された。これらの代謝牛.成物のi司定にはガスクロ
マトグラフ.質量分析計を同い，いずれの生成物もその脂肪酸且ー質のα.ヒドロキシ体であることを確認した。
しかし.アシルCoA.スフィンブ脂質，脂肪酸メチル及びジカルポン酸は基質として利用されなかった。
その他，炭化水素，脂肪族アルデヒド，脂肪族アルコー Jレ，ベンズフェタミンなども代謝されず.本酵素
は基質である脂肪般のカルボキシル基，アルキル鎖長及びω末端の構造を認識し， α位の炭素を特巽的に
水酸化することがぶ唆された。
本研究は脂肪酸α水酸化酵素の組棋え体を前]製し，その諸性質について検討を行ったものである。特に，
α水酸化酵素の基質となる惜造上の特徴などについて，多くの知見が得られ.脂肪酸の酸化機構の研究に
寄号する点が少なくないと考えられる。よって，若者は博士〈医学)の学校を授与されるに摘するものと
判定された。
